



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































KD B　max IKD B　max
Control
　37　℃
　　o℃
Azure　A　（M）
　　5x　lo－g
　　lx　！ouas
Phosphelipase　A2
（O．IU／mg　protein）
　　with　BSA
　　without　BSA
O．45
????
????（?
！02．7
???????）
72，3
103．0
33．7
33．1
33．8
34．9
??????
603．4
543．0
433．1
187．8
433．3
443．2
Rat　brain　syRaptlc　plasma　membranes　（SPM）　were　pretreated　wlth　Azure　A　and
Phospholipase　A2　as　described　in　the　text．　After　pretreatment，　the　uRtreated　ceBtrol　SPM
aRd　the　treated　SPM　were　incubated　witk　various　concefitration　of　C3H）　tryptamiAe
（1－25　nM）　and　Scatchard　analyses　were　performed．　The　Scatchard　plot　data　were
computer－assessed　by　RonliRear　regressioR　aRalysis．　The　phospholipase　A2－treated
samples　were　further　incLibated　with　1％　BSA，　unless　otherwise　stated．　The　values　are
the　means　of　2　experiments．　（KD，　nM；　B．，．，　fmoles／mg　protein）
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　考　察
　高親和性〔3H〕tryptami鍛e結合部位に関する既報（le，15，16）では、特別な膜処理
についての配慮は皆無である。現在までのところ、radioreceptor結合実験での膜試料の
前処理に関する生理的意義の是非に付いては不確定な面も残されている様であるが、
dopamine，5－HT，　opiate及びimipramine受容体群での膜前処理の効果（結合能の増
大）は実証されている（17～20）。温度依存性高親和性〔3H〕tryptamine（KD　・O．45
nM）の存在を始めて明らかに出来たが、その機構に関してはScatchardプロット　dataの
コンピューーター一解析より、低親和性結合部位からの高親和性部位へのアロステリック的
立体構造の転換現象に起因するものと考えられる。5－HT受容体に比較して、その神経薬
理学的及び化学的検索が遅れているtryptamine受容体の現象を考えると、上記
radioreceptor一結合実験法（すなわち、高親和性〔3H〕tryptamine結合部位を特異的に
識別する方法）は、今後の同受容体の研究に有力な実験手技と成り得るであろう。
　本実験に用いた脂質修飾試薬の基質選択性については、Azure　Aは酸性脂質と特異的
に親和性（CS＞PI》PS）を有することを明らかにした。他方、　phospholipase　A2，　Dの基
質選択性は、それぞれPS＞PC＞PE及びPC》PE》PSと報告されている（21，22）。本実
験において、Azure　A及びphospholipase　A2前処理の場合温度依存性〔3　H〕一
tryptamine結合能の減少が認められたが、　phospholipase　Dの同受容体への影響は認めら
れなかった。以上の様相より、2種酸性脂質（PS及びCS）の〔3H〕tryptamine結合能
への関与が示唆された。上記推察で一番の問題点はシナプス膜での2種酸性脂質の局在
性にあると思われる。PSに関しては、　Smith＆Loh（23）は同脂質のシナプス膜の
outer　surface上での局在性を報告している。他方CSは、　opiate受容体に対するCS抗体
の競合作用及びAzure　Aの脳室内注入により、　morphineのAD，。値が2倍に増加した事
実（24）から、同脂質もシナプス膜上ではouter　surface側に優先的に存在していると考
えられる。
　生体膜における特定のphosphoiipidsを選択的に除去或は転換させる調節試薬として、
phespholipaseは有益であるが、一般的に同酵素への蛋白質分解酵素の共存の危険性が
指摘されている（21）。実際、本実験で用いた市販のphospholipase　A，（sigma社製）に
は、proteolytic　activityの存在が当教室の別の研究グルーープ（25）にて確認された。従っ
て、本実験では同酵素試料を100℃10分間熱処理し、共存するproteelytic　activityを完全
に失活させた。Phospholipase　A2のtryptamlne受容体への作用が本酵素固有の活性に起
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因していることを、すでに5H：T受容体で報告（25）したEGTA（5mM）によるCa2＋除
去方法にて確認した。Phospholipase　A2の受容体に対する阻害作用の一部分に、膜脂質
から2次的に生成した物質が関与している事がopiate受容体（26）並びに一種の神経毒
であるsaxitoxin結合部位（26）の実験で報告されている。本実験で得られた
phospholipase　A2による〔3H〕tryptamine結合能の減少が、上記by－productsに起因する
のか否かについて、さらに同物質群と高親和性を有するBSA（fatty　acid含有率0．005％
以下）洗浄実験を行なった。その結果、BSA洗浄によるphospholipase　A2阻害作用の修
復効果は認められず、〔3H〕tryptamine結合能の低下は同酵素による特定の脂質分子の
消失に基づく受容体分子の構築度の不完全性に起因するものと考えられる。なお、
phospholipase　A2の阻害作用に対するBSA洗浄の相乗作用の機構については、現段階で
は明確な説明は出来ない。
　各々の脂質修飾試薬のtryptamine受容体への作用様式について、　Scatchardプmヅト
並びにコンピューターによるnon｝inear　regression解析を行なった。　Azure　A前処理に
て、tryptamine受容体でのK：DよりもむしろBmax値の減少が認められた。この結果よ
り、同受容体分子において特定の脂質（多分CS分子）が1igandに対する認識（または
結合）部位としての役割を演じていることが示唆される。他方、phospholipase　A2の結果
（K：D及びBmax値のparametersへの影響）から、特定の脂質（多分PS分子）が
tryptamiRe受容体機構において認識部位、並びに同受容体の分子構築の調節因子として
関与していることが指摘出来る。
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総　括
　近年、多くの研究者によりproteolipids（蛋白質一脂質複合体）が刺激伝達物質に対す
る受容体分子としての機能を有する可能性が検討されて来た。例えば、
5－hydroxytryptamine（5HT）ついて、　Godwin＆Sfieddonはラット脳幹部由来の
proteolipidsが5－HTに対して受容体分子としての生理的機能を有していると報告した。
しかしながら、彼らの報告したproteolipidsはmyelin膜由来のproteolipidsであり、さら
に5－HTに対する結合本体は、酸性脂質群であることが当教室によって明らかにされた。
脂質の第一次的な機能は、生体膜及び細胞内穎引回の構…築における“molecular
cement”としての役割であるが、より動的な生理機能についても検討され出した。例え
ば、Loh＆Lawは、脂質の動的な機能の！つとして、受容体機構において脂質それ自体
が直接生理活性物質に対する認識部位としての機能を有する可能性及びこの役割を担う
候補として、多くの神経伝達物質や薬物分子が生理的条件下では陽イオンに帯電してい
ることより、酸性脂質が最適であることを示唆している。
Tryptaminefは5－HT同様インドールアミンであるが、5－HTに比較して同物質の中枢神
経組織での含量の僅少性（約1／1000）から神経刺激伝達物質としての概念確立が遅れ
ており、同受容体の神経化学的な研究がほとんど為されていない。著者は、上記
myeli朗莫由来のproteolipidsが5－HTと同様にtryptamineに対しても特異的結合能を有
するという知見に着目し、同物質を礎材として、tryptamine受容体機構を分子レベルで
検討することを目的とした。
　以下得られた結果をまとめると、
（D第一章においては、myelia膜由来のproteolipids中に存在するtryptamiRe結合本体
の物性について検討した。その結果、同結合物質の本体として、主としてPSが結合能の
発現に関与していること（1）及び同結合物質の分子構築にはPS以外にも他の特定の
脂質分子（多分、酸性脂質）の存在が不可欠であること（R）が判明した。
　（1）　Japan．　」．　Pharmacol．　33，　181　（1983）
　（　ll　）　Japan．　」．　Pharmacel．　33，　492　（1983）
（2）　（1）にて得られたtryptamine結合物質の本体としての酸性脂質の機能より、同脂質
のtryptamine受容体機構△の関与の可能性を想定し、第二章においてその検索の第一段
階として完全なin　vltro系での各種酸性脂質の再構成に対する〔3H〕tryptarnineの結合
実験を立案、検討した。その結果、特定の酸性脂質群（PS，　CS）から成る一種の脂質複
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合対が、tryptamine受容体の分子構築において認識部位として関与している可能性が示
唆された⑪～W）。
　〔斑〕　Life　Sciences　27，291（1980）
　（W）　J．　Chromatogr．　260，　513　（1983）
　（V）　Japan．　」．　Pharmacol．　38，　411　（1985）
　（VI）　JapaR．　J．　Phamacel．　（in　press）
（3）第三章では、上記実験結果より導き出された作業仮説、（すなわち特定の酸性脂質
群がもryptamine受容体の分子構築に関与している可能性）を受容体レベルにて実証する
ことを目標とした。実験手段として、シナプス膜上に存在するtryptami簸e受容体の特異
的識別法（温度依存性高親和性結合部位）を新規に開発し（W）、同受容体機構への酸性
脂質の役割について検討した。その結果、CS並びにPSの2種酸性脂質がtryptamine受
容体機構において、認識部位並びに調節因子としての役割を演じていることが判明した
偲）。
　（Vl［］　Life　Sciences　38，　1331　（1986）
　〔畷〕（投稿準備中）
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　論文内容の要旨
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論文内容の要旨
はじめに
　近年、多くの研究者によりprote◎lipids（蛋白質一脂質複合体）が刺激伝達物質に対する受
容体分子としての機能を有する可能性について検討されて来た。例えば、Godwin＆SReddon
はラット脳幹部由来のproteolipidsが5一一hydroxytryptamine（5－HT）に対する受容体分子とし
ての生理的機能を有していると報告した。しかしながら、彼らの報告したproteolipidsは
mye1ぬ膜由来のproteolipidsであり、さらに、5－HT　k対する結合本体は酸性脂質群であること
が当教室によって明らかにされた。脂質の第一次的な機能は生体膜及び細胞内霧粒群の構築に
おける“m◎lecular　cement”としての役割であるが、脂質のより動的な生理機能についても検
討され出した。例えば、Loh＆Lawは受容体機構において脂質それ自体が直接生理活性物質
に対する認識部位としての機能を有する可能性、及びこの役割を担う候補として酸性脂質が最
適であることを示唆している。
　Tryptamineは5－HT同様インドールアミンであるが、5－HTに比較して同物質の中枢神経
組織における含量の僅少性（内心）から神経刺激伝達物質としての概念確立が遅れており、同
受容体の神経化学的な研究がほとんど為されていない。そこで著者は上記　myelin　膜由来の
pr◎teolipidsが5－HTと同様にtryptamineに対しても特異的結合能を有するという知見に着目
し、同物質を礎材として、中枢神経組織におけるtrypta藤ne受容体機構への脂質（すなわち、
酸性脂質）の関与を分子レベルで検討する目的で本研究を行なった。
〔封　Myelln　pr◎te◎lipidsに存在するtryptamine　結合本体の性質について
　Tryptamine結合物質の本体が脂質様の物性を示すことが当研究室にて明らかにされたが、
その性質をより詳細に検討した。まず、同物質より脂質混液をMokraschのcold　ether処理
法にて作製し、さらに、同混液をケイ酸カラム法にて4種類に分割した。これらの分画に対す
る〔14C〕tryptamineの結合実験の結果はF－C分画のみが元のmyelin　butanol　extractsが示
すのと同様のtryptamine結合能を示し（表1）、同分画に対する轡C〕tryptamine結合の溶出パ
ターンもmyelin　butaRol　extracts　のそれとよく一致していた。さらに、インドールアミン類
似体及び他の神経伝達物質を用いての競合実験より、F－C分画が元の〔14C〕tryptamine結合能
の特異性を反映することが明らかとなった。以上の結果より、myelin　proteolipids中に存在す
るtryptamine結合本体の性質はF℃分画に保持されていることが示唆された。
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Table　！．　Ci4C）Tryptamine　Bi“diitg　to　Several　Fractions
FractioR Amount　of　tryptamiiie　bound　（O／o）
Butanol　extracts
Lipid　rxxixtures
F－A
F－B
F－C
F－D
72．2±6．4
71．8±5．3
None
None
72．3　±　5．O
NoRe
Several　fractions　were　incubated　with　5×10ww7M（’4C）tryptamine．
After　iRctibatioft，　the　mixtures　were　passed　threugh　a　Sephadex
LHrc　co｝umn，　and　the　bo￥Rd　radioactivity　was　measured　as　des－
cribed　in　the　text．　Results　are　expressed　as　the　percent　of　total
input　radioactMty　（naean　±　SEM．　of　3　experiments）．
　　さらに、F－C分画中の各脂質を分析した結果（表2）、　sulphatides（CS）、ph◎sphatidylser競
（PS）及びphosp｝｝atidylinosltol（PI）の3種酸1生脂質群の存在が明らかとなった。
　　　　　　　　　　Table　2．　Lipid　CempositioR　of　the　Several　Fractions　lsolated
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　frora　the　Lipid　Mixtures　of　Myelin　Butanol　Extracts
Fractio鍛 Major　lipid　componeBt
F－A
F－B
F－C
F－D
Cho｝esterol，　minor　galactelipids
Cerebresides
E£ha簸ola藤鍍e　phosphatides，
sulphatides，　phosphatidylseriRe，
phosphatidylinositol
Choline，phosphatides，　sphingomyelin
〔瑚　酸性脂質による脂質再構成系へのtryptamineの結合について
　　〔1〕にて、酸性素質群がtryptamine結合物質の本体としての役割を果たしていることが示唆
されたので、同脂質のtryptamine受容体機構への関与の可能性を想定した。この可能性を検索
する第一歩として完全なiR　vi£ro系での各種酸1生脂質の再構成系に対する〔3H）　tryptamineの
結合実験を立案、検討した。その結果、PS、　CS十PS、　PS十PI及びCS十PS十PI系の組み
合わせがtryptamine結合能を保持していた（表3）。さらに、これら4組について分子構築度の
違いを5－methoxytryptamineを用いた競合実験より検討したところ、　CS十PS系が最も低い
IC5。値（すなわち高親和性）．を示した。
3　一
Table　3．（3H）Tryptamine　BiRding　to　Various　Reconstitnted
Fractions
Fract量0篠 Amount　of　tryptamine　bo“nd　（O／e）
cs
ps
PI
cs十ps
CS十PI
PS十PI
CS十PS十PI
None
60．0±1．5
None
61．1±1．O
NoRe
62．〈1，±2．6
61．0±2．6
Various　fractioRs　were　incubated　with　5　RM　of　（3H）tryptamine．
After　iRcubation，　the　mixtures　were　passed　threugh　a　Sephadex
LHpa　column，　aRd　the　bound　radioactivity　was　measured　as　des－
cribed　iR　the　text．　Results　are　expressed　as　the　percent　ef　tota｝
input　radioactivity　（meaR　±　S．E．M．　of　5　experiments）．
　CS十PS系への〔3H〕tryptamine結合能を動力学的に検討した結果、同再構成系には2種の
tryptamine結合部位より成る多様性の結合様式が見出され、それぞれの見かけ上のKD値は3
及び10nMであった（図1）。さらに、同結合能の特異性を検討した結果、　tryptamiRe及び5－
methoxytryptamiReとは相互作用を示すが、他のインドールアミン類似体及び刺激伝達物質と
は何らの親和性も示さなかった。以上の結果より、特定の酸性脂質群（CS、　PS）から成る一
種の脂質複合体がtryptamine受容体の分子構築において認識部位として関与している可能性
が示唆された。
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Fig．　1． Bindin．cr　curves　and　double　reciproca｝　p｝et　of　（3H）　tryptamine
to　the　reconstit“ted　fractioR　with　PS　and　CS．　Saturable
binding　was　defined　as　the　total　bindiRg　minus　binding　in
the　presence　of　5×10－4　M　unlabelled　tryptamine（non－saturable），
aRd　those　components　are　plotted　as　a　deuble　reciproca｝．
Each　point　represents　the　mean　of　2－3　experiments．　KDb　3　nM
aBd　KD2，　10　RM
〔斑〕　中枢神経系でのtryptamine受容体機構における酸性脂質の役割について
　再構i成実験にて導き出された作業仮説（すなわち、特定の酸性脂質群がtryptamine受容体の
分子構築に関与している可能性）を受容体レベルにて実証することを目的とした。シナプス膜
上に存在するtryptamiRe受容体の特異的識別法（温度一依存性高親和結合部位）を新規に開発
し、同受容体機構での酸性脂質の役割について各種脂質修飾試薬（Azure　A、　phospholipase
A2及びD）を用いて検討した。その結果、　Azure　A及びphospholipase　A2前処理の場合、
温度一依存性〔3H〕tryptamine結合能の減少が認められたが、　phospholipase　Dの同受容体へ
の影響は認められなかった（表4）。
　Azure　A及びphospholipase　A2のtryptamine受容体への作用様式について、　Scatchard
プwット並びにコンピューターによるnonlinear　regression解析を行なった結果、　Azure　A処
理（CS分子を特異的に隠蔽する）の場合、　B　max値の減少が認められた。’他方、　ph◎spholipase
A2処理（優先的にPS分子を加水分解する）ではKg値の上昇及びBmax値の減少が認め
られた。このことより、CS及びPSの2種酸1生脂質がtryptamine受容体機構iにおいて、認識
部位並びに調節因子としての役割を演じていることが判明した。
Table　4．Effects　of　Several　Lipid－Modifying　Reagents　on　（3H）
Tryptamine　Binding　to　SPM
Reagent ％　1陰hib叢藪。難
Contrel
　（dpm／mg　protein）
Azure　A　（M）
　1　×　10－9
　1　×　10－8
　5　×　10－8
Phospholipase
（U／mg　protein）
A，　O．Ol
　　　O．05
　　　0．ユ
D　　l
　　　50
　　　100
13971　±　900
None
45．1±8．4＊＊
79．3±2．0＊＊＊
None
25．6±5．6＊
25．2±5．1＊
No鷺e
None
No捻e
一　5
Rat　brain　synaptic　plasma　membraBes　（SPM）　were　pretrreated
wi魚Several　lipid－mOdi董y沁g　reage就S，　and　the　SpeCifiC　bindi難9◎f
3　nM　（3M）tryptamine　to　aB　watreated　coRtrol　SPM　and　the　treated
SPM　was　determiRed　as　described　in　the　text　（meaR　±　different
from　contrel　at　“P〈O．05，　＊＊P〈O．Ol　and　＊＊＊P〈O．OOI．
まとめ
　Myelin　proteolipidsのtryptamine結合本体が酸1生脂質群（CS、　PS、　PI）である可能性を
Sephadex　LH．カラム法にて示した（1）。さらに、これらの酸性脂質群の組み合わせにより作
製した再構成系に対する〔3H〕tryptamineの結合実験から、CS十PS系にリガンドが最も高親
和性で結合することを見出した（9）。そこで、中枢神経系におけるtryptamineの受容体機構
にも酸性脂質が重要な役割を果たしているとの作業仮説を立て、シナプス膜を用いて仮説の検
証を試みた。種々の脂質修飾試薬を用いた実験の結果から（1［1）、酸性脂質がtryPtamiRe受容
体機構に不可欠であり、認識部位ないし調節因子として機能していると考えられ、仮説は実証
し得たと思われる。
6
論文審査の結果の要旨
　神経刺激伝達機構で主要素の1つである受容体分子は、生体膜の脂質二重層内で蛋白質分子
と脂質分子との相互作用により、ある種の適切な立体構造が形成されて始めてその生理機能が
発現すると考えられる。
　1951年Folch＆Leesにより神経組織からProte◎lipids’という一種の蛋白質一脂質複合体
が発見されたが、近年多くの研究者により同物質が神経伝達物質に対する受容体分子としての
機能を有する可能性が検討されて来た。例えば5－hydroxytryptamine（5－HT）について、
Godwin＆Sneddonはラット脳幹部由来のpr◎te◎lipidsが5－HT　に対して受容体分子として
の生理機i能を有していると報告した。しかしながら、彼らの報告したproteolipidsはミエリン
膜由来であり、同結合本体は酸性脂質群であることが当教室によって明らかにされた。脂質の
第一次的な機能は、生体膜及び細胞内穎粒群の構築における“molecu｝ar　cement’としての役
割であるが、より動的な生理機能についても検討され出している。Loh＆Lawは、脂質の動
的な機能の1つとして、受容体機構において脂質それ自体が直接生理活性物質に対する認識部
位としての機能を有する可能性、及びこの役割を担う候補として酸性脂質が最適であることを
示唆している。
　本論文は、上記ミエリン膜由来のproteolipidsが5－HTと同様にtryptamineに対しても特異
的結合能を有するという知見に着目し、同物質を礎材としてtryptamiite受容体機構への脂質
　（すなわち、酸性脂質）の関与を分子レベルで検討することを目的としたものであり、得られ
た結果は3っの章にまとめられている。
　（1）第一章においては、ミエリン膜由来のproteolipids中に存在するtryptamine結合本体の
物性について検討し、その結果主としてphosphatidylseriRe（PS）が結合能の発現に関与し
ていること、及び同結合物質の分子構築にはPS以外にも他の特定の酸性脂質、　sulphatides
（CS）、の存在が不可欠であることが明らかにされた。
　（2）第一章にて得られたtryptamine結合物質の本体としての酸性脂質の機能より、同脂質の
tryptamine受容体機構への関与の可能1生を想定し、第二章においてその検索の第一段階として
完全なin　vitro系での各種酸性脂質の再構i成系に対する〔3H〕tryptamineの結合実験を立案、
検討した。その結果、特定の酸性脂質群（PS、　CS）から成る一種の脂質複合体が、　tryptamine
受容体の分子構築において認識部位として関与している可能性が示唆された。
　（3）第三章では、上記実験結果より導き出された作業仮説、すなわち特定の酸性脂質群が
try　ptamine受容体の分子構築に関与している可能性を受容体レベルにて実証することを目標と
した。実験手技として、シナプス膜上に存在するtryptamine受容体の特異的識別法（温度一依
7
存性高親和性結合部位）を新規に開発し、同受容体機構への酸性脂質の役割について、特定の
脂質修飾試薬（Azure　A、　phospholipases　A2＆D）を用いて検討した。その結果、　PS並び
にCSの2種酸性脂質がtryptamine受容体機構において、認識部位並びに調節因子としての
役割を演じていることが実証された。
　以上、本論文は神経刺激伝達機構における酸性脂質のより動的な生理機能を探索すべく、ミ
エリ・ン膜由来のproteolipidsがtryptamineに対して特異的結合能を有する事実を出発点とし、
同結合本体の解析から、完全なin　vitro系での酸性脂質群との再構成実験へと進み、最終的に
シナプス膜を用いた受容体レベルで特定の酸性脂質（PS、　CS）が、　tryptamine受容体の分子
構築に認識部位ないし調節因子として関与していることを実証し得て居り、内容的に一貫性と
独創性を有していると言える。
　よって、本論文は薬学博士の請求論文として価値あるものと認める。
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